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Neue Deutsche Patentanmeldung 

Anmelder Bundesrepubtick Deutschland, letztvertreten durch den Prasidenten des Paul-Ehrlich-Instituts Prof. Dr. 
R. Kurth 

"Retroviraie Vektoren, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung zur Genubertragung in CD4-positive 
5 Zellen" 

Unser Zeichen: 158-1 



Retroviraie Vektoren Veifahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung zur 
10 Genubertragung in CD4-positive Zellen 

Gegenstand der Erfindung sind retroviraie Vektoren (Zell-Targeting- Vektoren), Verfahren zu 
ihrer Herstellung und ihrer Verwendung zur Genubertragung in Zellen. 

1 5 — Tter Ausdruck "retroviraie Vektoren" oder "retroviraie Transfervektoren" bezeichnet infektiose 
^^aber vermehrungsunfahige Retroviren, die Gene in Form yon retroviralen Expressionskonstrukten 



(auch Expressionsvektoren genannt) in Zellen einschleusen konnen. Die Genubertragung fiihrt zur 
Integration des Expressionskonstrukts in das Genom der Zelle. Der retroviraie Gentransfer ist 
vorteilhaft, weil (i) in der Regel eine Kopie des gewiinschten Gens in Zellen uberfiihrt wird, (ii) 
20 das Gen im allgemeinen ohne Mutationen oder Umlagerungen transferiert wird und (iii) ein 
stabiler chromosomaler Einbau erfolgt. 

Es ist bekannt, retroviraie Vektoren auf der Basis des amphotropen murinen Leukamievirus 
(MLV) zu benutzen, um bestimmte Gene in Saugerzellen, speziell auch humane Zellen. zu 

25 uberfiihren. Diese Vektoren sind vennehrungsunfahig und diu-chlaufen lediglich eine 
^^Replikationsrunde. Zur Herstellung derartiger Vektoren benotigt man zwei Komponenten. 

Zum einen benotigt man eine Verpackungszelle, welche die gag-, pol- und env-Genprodukte des 
MLV durch Expression psi-negativer Konstrukte bereitstellt, so dafi diese Gene nicht in ein 
Retrovirus verpackt werden konnen. Als "psi" wird das Verpackungssignal der Retroviren 

30 bezeichnet, daB die eflBziente Verpackung der Boten-RNA steuert. Zum anderen ist ein 
sogenanntes Expressionskonstrukt herzustellen, das eine Verpackung in den retroviralen Vektor 
und den Transfer durch das Retrovirus erlaubt und das eine kodierende und ubersetzungsfahige 
Region des gewiinschten Genprodukts enthalt. Somit mufi das Expressionskonstrukt das 
Verpackungssignal psi enthalten. Die in der unbehandelten Verpackungszelle befindlichen gag-, 

35 pol- und env-Gene mxissen psi-negativ sein, damit entsprechende Boten-RNA nicht in die 
Retroviruspartikel aufgenommen wird. Nach der Uberfiihrung des Expressionskonstrukts durch 




Transfektion der entsprechenden Vektor-DNA in die Veipackungszellen werden retrovirale 
Vektorpartikel in den ZeMberstand abgegeben, die das Expressionskonstrukt enthalten und nur 
dieses Konstrukt, nicht jedoch die psi-negativen gag-, pol- und env-Gene, so daB diese nicht in 
ZielzeHen uberfiihrt werden. * 

5 

Der Tropismus der retroviralen Vektoren, d. h. die Auswahl der Saugerzellen, in welche diese das 
Expressionkonstrukt uberfiihren konnen, wird durch das en v- Gen in der benutzten 
Verpackungszelle bestimmt. Das env-Gen wird in Hullproteine ubersetzt, welche die auBere Hulle 
des retroviralen Vektors bilden. Die env-Genprodukte des amphotropen MLV, das bisher vor 

10 allem fur den Gentransfer benutzt wird r erlauben den Gentransfer in eine grofle Anzahl 
unterschiedlicher Saugerzellen. Speziell fur den Gentransfer in humane Zellen erlaubt der 
- amphotrope retrovirale Vektor nicht den selektiven Gentransfer in bestimmte Zell- oder 
fJ^Gewebetypen des Menschen oder anderer Sauger, weil das Empfangeiprotein (Rezeptor) fur die 
MLV-Hullproteine auf der OberQache der Saugerzellen, welches den Eintritt amphotroper 

15 retroviraler Vektoren und den Gentransfer vermittelt, auf fast alien diesen Zellen zu finden ist. 

Im Rahmen der Gentherapie steht zur Zeit die stabile Ubertragung unterschiedKcher Gene in 
Zellkultur, d. h. "ex vivo", im Vordergrund. Verbesserungen der retroviralen Vektoren wurden 
bisher erreicht, indem statt des retroviralen env-Gens des MLV die env-Gene anderer Retroviren 

20 in die Verpackungszelle eingebracht wurden. Beispielsweise wurden statt des MLV env-Gens die 
env-Gene des G-Proteins des "vesicular stomatitis virus (VSV)" (Burns, J. C, Friedmann, T., 
Driever, W., Burrascano, M. & Yee, J.-K. (1993) Proc. Natl. Acad. ScL USA 90, 8033-8037) 
benutzt. Die resultierenden retroviralen Vektoren zeigten unter anderem eine erhohte Stabihtat. 
jj^jAuch der mogliche Einsatz der env-Gene des "simian sarcoma associated virus" (Takeuchi, Y., 

25 Simpson, G., Vile, R. G., Weiss, R A. & Collins, M. K. (1992) Virology 186, 792-794), des 
"feline leukemia virus, subgroup B" (Porter, C D., Collins, M. K, Tailor, C. S., Parkar, M. H., 
Cosset, F. L., Weiss, R. A. & Takeuchi Y. (1996) Hum. Gene Ther. 7, 913-919), des "feline 
endogenous virus RD114" (Cosset, F. L., Takeuchi, Y., Battini, J. L., Weiss, R. A. & Collins, M. 
K (1995) J. Virol. 69, 7430-7436) und des "human T zell leukemia virus I (HTLV-I)" (Vile, R. 

30 G., Schulz, T. F., Danos, O. F., Collins, M. K. & Weiss, K A. (1991) Virology 180, 420-424) 
deutete sich in bestimmten Expetimenten an. Versuche retrovirale Vektoren herzustellen, welche 
das env-Gen der Lentiviren HtV-1, HIV- 2, "simian imunodeficiency virus (SIV)" oder des 
"human spuma retrovirus (HSRV)" enthielten, waren bisher nicht erfolgreich. Derartige 
retrovirale Vektoren wurden die Kernproteine, codiert von der gag-Region, des MLV und die 



HuUproteine, codiert von der env-Region, eines anderen Retrovirus, beispielsweise des HDTV, 
enthalten. Fur den selektiven Gentransfer in CD4-positive SaugerzeUen stehen bisher keine 
Vektoren zur Verfugung. Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu Grande, 
retrovirale Vektoren in Formen bereitzusteUen, die nicht den amphotropen Rezeptpr der 
SaugerzeUen sondern andere nur in bestimmten Geweben und Zelltypen exprimierte Rezeptoren 
anzusteuern. Diese Vektoren sind fur eine spezifische Genubertragung in ausgewahlte Zelltypen 
geeignet. Eine weitere Aufgabe ist es, ein Verfahren zur Herstelhing solcher retroviralen Vektoren 
zu entwickeln. 

Diese Aufgaben werden erfindungsgemaB durch die Bereitstellung retroviraler Vektoren, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Viruskerne vom murinen Leukamievirus (MLV) und die VirushuUen von 
menschlichen Immunschwacheviren (HTV), Spuma virus (HSRV) oder Affen- 
Immunschwacheviren (STV) stammen, gelost. Insbesondere sind die retroviralen Vektoren 
dadurch gekennzeichnet. dafi die Virushiillen vom menschlichen Immunschwachevirus 1 oder 2 
(HTV-1, bzw. HTV-2) stammen. Besonders bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren 
VirushuUen das Vollangen-Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des transmembranen 
Hullproteins enthalten. Insbesondere bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren VirushuUen das 
VoUangen-Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des transmembranen Hullproteins 
enthalten, das durch den C-Teirninus oder eines beliebigen Fragments des transmembranen 
Proteins des murinen Leukamievirus (MLV) oder eines anderen Retrovirus verlangert worden 
sind. 

Weiterhin werden VerpackungszeUen bereitgesteUt, in den en das psi-negative HtiUproteingen 
j(env) der Leritiviren HTV oder SIV oder des HSRV und die psi-negativen gag/pol-Gene des MLV 
exprimiert werden. Diese VerpackungszeUen enthalten weiterhin psi-positive 
Expressionskonstrukte, welche mit Hilfe der erfmdungsgemaBen retroviralen Vektoren iibenragen 
werden. 

In einer Ausfiihrungsfprm der Erfindung konnen Viruskeme, die von einem delBnierten Retrovirus 
stammen, in Zusammenhang mit Expressionskonstrukten zur HersteUxmg der beschriebenen ZeU- 
Targeting- Vektoren benutzt werden, die aufgrund ihrer Eigenschaften, hier aufgrund des 
Voihandenseins des Veipackungssignals psi, in die Viruskerne aufgenommen werden. Die 
Viruskerne mit den zu iibertragenden Expressionskonstrukten werden ummantelt von fremden 
VirushuUen, die von einem anderen Virustyp oder aus einer anderen ZeUe stammen. Die 
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Expressionskonstrukte werden dann mit Hilfe der retroviralen Vektoren ubertragen. Der Einbau 
der fremden Virushiille kann durch die Verwendung der verkurzten Form des transmembranen 
Hiillproteins des HIV-1 env-Gens pTr712 vennittelt werden. In einer weiteren Ausfuhrungsform 
der Erfindung werden Vollangen-Transmembranproteine oder durch Anhangen eines Anteils des 
5 Gens, welches zur Bildung der Viruskerne fuhrt, an die verkurzten oder an die 
Transmembranproteine, in die Vektoren aufgenommen werden. Besonders bevorzugt fiir solche 
Vektoren sind MLV abgeleitete KapsidpartikeL welche die Hullproteine anderer Retroviren, 
insbesondere anderer Lentiviren wie HIV oder SIV oder des humanen Spuma-Retrovirus (HSRV) 
enthalten. Diese Vektoren infizieren den gewunschten Zelltyp uber den zellularen Rezeptor des 
10 Virus, von welchem die fremde Hulle abstammt. 

* In einer weiteren erfindungsgemaBen Ausfiihrungsfonn wird eine beliebige Zelle mit einem psi- 
egativen Expressionsgen fiir gag- und pol-Gene transfiziert. Ferner kann die Zelle mit einem 
Expressionskonstrukte umfassend ein psi-Veipackungssignal und die in eine Zielzelle zu 
15 uberfiihrende genetische Information, transfiziert werden. Die Zelle wird dann mit einem weiteren 
Expressionsgen, das die genetische Information fiir fremde Hullproteine enthalt, transfiziert. Die 
so hergestellte Zellinie produziert retrovirale Vektoren, enthaltend die zu uberfiihrende genetische 
Information. 

20 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die MLV-env-negative Verpackungszellinie 
TELCeB6 (Cosset, F. L., Takeuchi Y., Battini, J. L., Weiss, R. A. & Collins, M. K. (1995) J. 
Virol 69, 7430-7436) mit dem verkurzten env-Gen pTr712 des Plasmids pLBAc/env-Tr712-neo 
(Wilk, T., Pfeiffer, T. & Bosch, V. (1992) Virology. 189, 167-177; Krausslich, H.-G., 
JJpchsenbauer, C, Traenckner, A.-M., Mergener, K., Facke, M. ? Gelderblom, H. K, Bosch, V. 

25 (1993) Virology 192, 605-617) transfiziert. Dabei entsteht eine Verpackungszellinie, die die 
erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren des Typs MLV (HIV-1) in den Zellkulturiiberstand 
abgibt. Diese Vektoren enthalten Kapsidpartikel, die aufgrund der Expression des gag/pol-Gens 
des MLV in der Zelle entstehen, und Hullproteine des HTV-1, welche durch die intrazellulare 
Expression der verkurzten Fassung Tr712 des HTV env-Gens in die Vektorpartikel aufgenommen 

30 werden. Die erfindungsgemaBen Vektoren enthalten das Vollangen-Oberflachenprotein gp 120-SU 
des HTV- 1 und die verkiirzte Form des transmembranen Hiillproteins, dessen kodierender Anteil 
aufgrund eines Stopkodons (Position 712) entsteht. Im einzelnen wurde nachgewiesen, daB dies 
zur Herstellung retroviraler Vektoren fur den selektiven Gentransfer in CD4-positive Saugerzellen 
fiihrte. CD4-positive, nicht jedoch CD4-negative Zellen zweier ansonsten identischer Linien 




konnten mit den Vektoren spezifisch transduziert werden, d. h. das Expressionskonstruktgen 
wurde uberfiihit. Die Transduktion wurde in Gegenwart von Antikdipern gehemmt, welche die 
Infektion mit HIV ebenfeUs hemmen. Das Oberflachenhullprotein des HTV wurde auf der 
Oberflache der hergestellten Gentransfervektoren nachgewiesen. 

5 

Die vorliegende Erfindung eroflhet die folgenden Moglichkeiten: 

- Gene in bestimmte Zellen selektiv zu uberfuhren, 

10 - Gene in CD4-positive Saugerzellen selektiv zu uberfiihren, 

- weitere Effizienzsteigerungen des Gentransfers durch Verbesserung der env-Genkonstrukte in 
~ vergleichbaren Verpackungszellen zu erreichen. 

Gentherapiestrategien zu entwickeln, fur die ein selektiver Gentransfer in CD4-positive 
Saugerzellen notwendig oder hilfireich erscheint, 
15 - insbesondere Gentherapiestrategien zur Behandlung oder Prophylaxe der HIV-Infektion des 
Menschen zu entwickeln, in dem HTV-hemmende Gene, z.B. Antisensegene, RNA-Kddergene 
oder transdominant-negative mutante Gene des HTV oder anderer Lentiviren in bestimmte Zellen 
uberfiihrt werden ? 

- insbesondere Gentherapiestrategien zur Einfuhrung von Genen in bestimmte Zellen zu 
20 entwickeln, zur Behandlung oder Prophylaxe von Erbkrankheiten, wie z.B. der ADA-Defizienz 

oder anderen genetisch behandelbaren Krankheiten, bei denen die Einfuhrung in bestimmte Zellen 
vorteilhaft ist, und 

- den Eintritt von Lentiviren in Saugerzellen im Detail zu untersuchen. 

25 Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung. 

Abbildung 1 zeigt schematisch das Prinzip der Ubertragung von Genen mit Hilfe retroviraler 
Vektoren in Saugerzellen. 

30 Abbildung 2 zeigt das Schema der Herstellung eines retroviralen Vektors (entnommen aus 
"Molecular Biotechnology", Principles and Applications of Recombinant DNA, B.R. Glick und 
J.J. Pasternak. ASM Press, Washington, D.C., 1994, Seite 411, und ins Deutsche ubertragen). 



Abbildung 3 zeigt schematisch einen allgemein anwendbaren Herstellungsweg flir retrovirale 
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Vektoren (retroviraler Transfervektor) durch Transfektion einer zunachst Expressionskonstrukt- 
negativen Verpackungszefle mit einem Expressionskonstrukt, das aufgrund des Vorhandenseins 
des Verpackungssignals (hier: psi) das zu ubertragende Gen (therapeutische Gensequenz) in die 
retroviralen Vektoren einschleust. 

5 

Abbildung 4 zeigt einen speziellen Herstellungsweg fur retrovirale Vektoren des Typs MLV 
(HIV-1). Dargestellt sind das MLV gag/pol-Expressionsgen und das psi-positive 
Expressionskonstrukt pMFGInsLacZ, welche von der MLV env-negativen Verpackungszelle 
TELCeB6 exprimiert werden. Die env-Genvariante des HTV-1 (Tr712), welche die fiir das 
10 Vollangenoberflachen-Hullprotein gpl20-SU und die verkurzte Version des transmembranen 
Hullproteins (Agp41-TM) kodierenden Regionen enthalt, wird bei der Herstelhing der MLV 
~ (HTV-1) Vektoren ebenfalls in dieser Zelle exprimiert. 

'fifc' 

Abbildvmg 5 zeigt den generellen Aufbau von viralen Vektoren, welche den Viruskern eines 
15 bestimmten Virus in Kombination mit der Virushiille eines anderen Virus enthalt en am Beispiel 
der MLV (HIV- 1) Vektoren. 

Die Herstellung von MLV (HIV-1) Vektoren der Erfindung wird nachfolgend naher erlautert. 

Zunachst wird eine DNA hergestellt, welche die Bildung der notwendigen Proteine induziert, die 
20 zur Formierung von Viruskern en in der Lage sind. Die DNA wird in eine humane Wirtszelle 

transferiert und dort exprimiert. Die DNA enthalt zusatzlich Operator-Elemente, die zur 

Expression der DNA-Sequenzen erforderlich sind, welche die Bildung der Viruskerne induziert. 

In die so gewonnene Wirtszelle wird eine zweite DNA iibertragen, die zur Bildung von 
/^'Hullproteinen fiihren, die nicht von dem Virus stammen, von welchem die Viruskerne stammen. 
25 Danach wird eine weitere DNA eingebracht, die von den Viruskernen veipackt wird und 

Sequenzen enthalt, welche zur Bildung der gewiinschten Proteine in der Zelle fuhren, in die mit 

Hilfe des retroviralen Vektors relevante Gene iibertragen werden sollen. 

Die DNA, welche zur Expression der Vektorhullproteine fuhrt, kann vorzugsweise vom env-Gen 
30 des HIV-1, HTV-2, des SIV, anderer HTV eder von HSRV stammen. Die verwendeten env-Gene 
konnen der Originalversion der genannten Viren entsprechen oder verkurzte Formen dieser env- 
Gene oder sogar modifizierte Formen dieser env-Gene sein. Das besonders bevorzugte HTV-1 
env-Gen-pTr712 fuhrt zur Bildung eines VoUangen-Oberflachenproteins gpl20-SU und eines 
verkiirzten Transmembranproteins. Das Transmembranprotein kann auch z. B. durch das 
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Anhangen der C-tertninalen Domane oder eines beliebigen anderen Fragments des 
Transmembranproteins des MLV oder eines anderen Vims modifiziert sein. Beispielsweise kann 
bei Verwendung von MLV Kap sidp artikeln der C-Terminus des Transmembranproteins des MLV 
anstelle des C-Terminus des HTV-1 env-Gens verwendet werden. Dabei kann die SpaltsteUe des 
5 C-terminalen p2 Peptids modifiziert sein oder nicht. 

Die genannten erfindungsgemaflen viralen Vektoren konnen zur Ubertragung von Genen in 
bestimmte Zelltypen verwendet werden. Beispielsweise libertragen die erfindungsgemafien MLV 
(HTV-1) Vektoren Gene speziell in CD4-positive Zellen. Diese Vektoren besitzen somit den 
10 Tropismus des HIV-1, dessen Hullproteine sie enthalten. Bei der Verwendung anderer 
Hullproteine konnen Gene in andere Zelltypen, beispielsweise in Blutstammzellen eingeschleust 
- werden. 




15 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht einschrankend zu verstehen. 
Zellinien und Plasmide 

20 Alle verwendeten Plasmide wurden aus transformierten E. coli des Stammes DHlOa oder HB101 
prapariert. Die molekulare Klonierung der Expressionskonstrukte pLBAc/env-neo ist in 
Krausslich, H.-G., Ochsenbauer, C, Traenckner, A.-M., Mergener, K., Facke, M., Gelderblorrt 
K Bosch, V. (1993) Virology 192, 605-617 und pLssAc/env-Tr712-neo ist in Krausslich, R- 
r^G., Ochsenbauer, C, Traenckner, A.-M., Mergener, K, Facke, M., Gelderblomu H. R., Bosch, V. 

25 (1993) Virology 192, 605-617 und Wilk, T., Pfeiflfer, T. & Bosch, V. (1992) Virology. 189, 167- 
177 oflfenbart. Diese Expressionskonstrukte kodieren die HTV-1 env-Gen Varianten und das 
Neomycin- Resistenzgen. Das Expressionskonstrukt pCRUCA, welches das env Gen des 
amphotropen MLV beinhaltet, wurde in Wilk, T., Pfeiflfer, T. & Bosch, V. (1992) Virology. 189, 
167-177 und Battini, J.-L., Heard, J.-M. & Danos, O. (1992) J. ViroL 66, 1468-1475 oflfenbart. 

30 Die TELCeB6 Verpackungszellinie, welche das retrovirale Expressionskonstrukt MFG-nlsLacZ 
sowie die Gene gag und pol des MLV exprimiert, wurde in Cosset, F. L., Takeuchi, Y., Battini, J. 
L., Weiss, R. A & Collins, M. K. (1995) J. ViroL 69, 7430-7436 oflfenbart. Die HeLa-CD4+ 
Zellen wurden liber das MRC ADDS Programm Reagents Project bezogen, die 293-Zellen wurden 
von ATCC (ATCC CRL 1573) bezogen. Alle adharenten Zellen wurden in Dulbeccos Modified 
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Eagles Medium (GBBCO/BRL, Eggensteiru Deutschland) in Gegenwart von 10 % fetalem 
Kalberserum gehalten. Die humane T-Zellinie Molt 4 wurde in RPMI- 1 640-Medium rnit 10 % 
fetalem Kalberserum (GIBCO/BRL. D-Eggenstein) propagiert. Die Transfektion der 
Verpackungszellinie TELCeB6 mit dem Expressionskonstrukt pTr712 wurde minels 
Lipofektamin (GIBCO/BRL, Eggenstein, Deutschland) gemaC den Angaben des Herstellers 
durchgefuhrt. Nach Transfektion des Plasmids pREP4 (Invitrogen, Leek, Niederland) wurde die 
Hygromycin-Selektion in Gegenwart von 200 mg /ml Hygromycin B (Sigmanu Deisenhofen, 
Deutschland) durchgefuhrt. Einer der daraus hervorgegangenen Klone stellt die Zellinie 
TELCeB6/pTr712-K14 dar. 

Virale Infektion, Bestimmung von Titern und Neutraiisationsexperimente 

Die adharenten Zellen wurden in 24-Well-Platten in einer Dichte von 4 x 10 4 Zellen pro 
Vertiefitns oder in 6-Well-Platten in einer Dichte von 2 x 10 5 Zellen pro Vertiefung ausgesaht. 
Die Molt 4 Zellen wurden in 6-Well- Piatt en in einer Dichte von 8 x 10 5 ausgesaht. Vor der 
Infektion wurden die Zellen iiber Nacht in Zellmedium inkubiert. Zur Infektionen wurden die 
Zielzellen fur drei Stunden mit 1 ml verdunnten oder unverdunnten Retroviruspartikel- 
enthaltenden Uberstanden koinkubiert. Die Virionen enthaltenden Uberstande wurden vorher 
durch einen 0,45 mm-Filter passagiert, urn die kontaminierenden Zellen zu entfemen. Zwei Tage 
nach der Infektion wurden die Zielzellen mittels x-Gal-Test auf 3-Gal-Expression untersucht. Die 
\dralen Titer wurden wie beschrieben bestimmt. Die Titer sind in Kolonie formenden Einheiten 
pro ml angegeben (colony forming units, cfii). Zur Neutralisation der pseudotypisierten Vektoren 
wurde Serum eines HIV- 1 infizierten Spenders eingesetzt. 

Immunanfarbung der Tranfektanden 

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend fur 15 min mit eiskaltem Methanol 
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde eine Stunde lang BlockierungspuflFer (PBS/ 2 % 
BSA) zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden erneut gewaschen und anschliessend mit einer 
1:1000 verdunnten anti-HTV-1 Serumlosung fur 1 h inkubiert. Nach wiederholtem Waschen 
wurden die Zellen mit Peroxidase-gekoppeltem Protein G (Bio-Rad, Krefeld, Deutschland) 
inkubiert. SchlieBlich wurden die antigenprasentierenden Zellen durch Zugabe von Substratpuffer 
(H202 nrit 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) angefarbt. 
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Wester-Bloi-Analvse 

Die Herstellung der Zelllysate vnd die Durckfuhning der Western-Blots wurden nach ublichen 
Verfahren hergestellt. Die Viraspartikel in den Uberstaenden der Verpackungszellen wurden mit 
5 Hilfe von Ultrazentrifugation (45 rain bei 45.000 upm tmd 40°C) aufkonzentrien. Die 
Zentrifugate wurden in Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS- 
Polyacrylaitiidgelelektrophorese aufgetrennt. Die Western-Blot- Analyse wurde unter der 
Verwendung eines Ziegenserums gegen HTV-1 gpl20-SU und Peroxidase-gekoppeltem Protein G 
durchgefuehrt. Die Proteinbanden wurden mittels ECL-Detektionskit (Amersham, Braunschweig, 
10 Deutschland) nachgewiesen. 

Membranfusionseigenschaft des HTV-1 Hullproteins 

Eine subkonfiuente Kultur der Veipackungszeilinie TELCeB6/pTr712-K14 wurde mit Jurkat- 
15 Zellen ueberschichtet, fur 48 h propagiert und anschlieBend photographiert. 



• 




Patentanspriiche 

Retrovirale Vektoren, dadurch gekennzeichnet, daB die Viruskerne vom murinen 
Leukamievirus (MLV) und die Vinishullen von menschlichen Immunschwacheviren 
(HIV), Spumavirus (HSRV) oder Affen-Immunschwacheviren (STV) stammen. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Vinishullen vom 
menschlichen Immunschwachevirus 1 oder 2 (HIV-1, bzw. hiv-2) staromen. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Vinishullen das Vollangen-Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des 
transmembranen Hullproteins enthalten. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Vinishullen das Vollangen-Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des 
transmembranen Hullproteins enthalten, das durch den C- Terminus oder ein beliebiges 
Fragment des transmembranen Proteins des murinen Leukamievirus (MLV) oder eines 
anderen Retrovirus verlangert worden ist. 

Verfahren zur Herstellung von Verpackungszellen, die retrovirale Vektoren nach einem 
der Anspruche 1 bis 4 bilden, umfassend das Transfizieren einer Verpackungszelle (gag-, 
pol- und E?q)ressionskonstrukt-positiv), die vom MLV stammende Hullproteine produziert 
oder nicht produziert (env-negativ), mit einem E?q)ressionsgen, das die genetische 
Information fur Hullproteine enthalt (env-positiv). 

Verfahren zur Herstellxmg von Verpackungszellen, die retrovirale Vektoren nach einem 
der Anspruche 1 bis 4 bilden, umfassend das Transfizieren einer Zelle mit 
Expressionsgenen fur gag und pol, und/oder einem Expressionskonstrukt, umfassend ein 
Verpackungssignal und die zu uberfiihrende genetische Information, und einem 
Expressionsgen, das die genetische Information fur Hullproteine enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 5, wobei als MLV-env-negative Verpackungszelle die Zellinie 
TELCeB6 verwendet wird. 
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8) Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, wobei als env-Expressionsgen pLBAc/env- 
Tr712-neo verwendet wird. 

9) Verpackungszellen, erhaltlich nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 8. 

5 

10) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur 
Uberfiihrung von Gen en in Zellen. 

11) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur 
10 Uberfiihrung von Genen in CD4-positive Zellen. 

^ 12) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Herstellung 
^ von Vektoren fur die gentechnische Modifizierung von Zellen oder eines Wirkstoffs im 

Rahmen der Gentherapie. 
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Zusammenfassung 

Beschrieben ist die Herstellung und Verwendung neuer retroviraler Vektoren fur 
zelltyp sp ezifischen Gentransfer, insbesondere ein Herstellungsverfahren von retroviralen 
5 Vektoren, die Kapsidpartikel des murinen Leukamievirus (MLV) und Hullproteine des humanen 
Immundefizienzvirus (HTV-1) enthalten. Diese Vektoren konnen fur die Geniibertragung in 
ausgewahlte Zelltypen, speziell in CD4-positive Saugerzellen verwendet werden. 
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Retroviral vectors, methods for their preparation and their use for gene 

transfer into CD4-positive cells 

The present invention relates to retroviral vectors (cell targeting vectors), methods for their 
5 preparation and their use for the gene transfer into cells. 

The term Retroviral vectors" or ^retroviral transfervectors" refers to infectious but replication 
incompetent retroviruses, which are able to transfer genes as retroviral expression constructs 
(also designated as ^expression vectors") into cells. The gene transfer results in the integration of 
10 the expression construct into the genome of the cell. Retroviral gene transfer is advantageous, 
because (i) usually one copy of the gene of interest is transferred into cells, (ii) the gene 
generally is transferred without any mutations or recombination and (iii) stable chromosomal 
integration occurs. 



15 It is known to use retroviral vectors derived from the amphotropic murine leukemia virus (MLV) 
to transfer certain genes into mammalian cells, especially human cells. These vectors are 
replication incompetent and run only through one cycle of replication. For the preparation of 
such vectors two components are required. On the one hand, a packaging cell is required, that 
provides the gag-, pol- and env-gene products of MLV upon expression of psi-negative 

20 constructs so that these genes can not be packaged into a retrovirus. „psi" designates the 
packaging signal of retroviruses, that mediates efficient packaging of messenger RNA. On the 
other hand, a so called expression construct has to be generated, that allows packaging into the 
retroviral vector and transfer by the retrovirus and that encompasses a coding and translatable 
region of the desired gene product. Thus, the expression construct has to contain the packaging 

25 signal „psi". The genes gag-, pol and env within the untreated packaging cell must be psi- 
negative to prevent the respective messenger RNA from being packaged into retroviral particles. 
Upon transfer of the expression construct by transfection of the respective vector-DNA into the 
packaging cells, retroviral vector particles are released into the cell culture supernatant, that 
exclusively contain the expression construct, but not the psi-negative gag-, pol and env genes, 

30 which are thus not transferred into the target cells. 



The tropism of retroviral vectors, i. e. the selection of mammalian cells into which these 
retroviral vectors can transfer the expression construct, is determined by the env gene in the 
respective packaging cell. The env gene is translated into envelope proteins, which form the 




outer £?7?velope of the retroviral vector particle. The env gene products of the amphotropic MLV, 
which is widely used for gene transfer, mediate gene transfer into a variety of different 
mammalian cells. However, in particular for gene transfer into human cells the amphotropic 
retroviral vector does not allow specific gene transfer into selected human or other mammalian 
5 tissues or cell species, as the acceptor protein (receptor) for the MLV-£?nvelope proteins which 
mediates the uptake of amphotropic retroviral vector particles, and the gene transfer is found on 
the surface of almost all mammalian cells. 

In gene therapy, today, stable transfer of different genes is mostly performed in cell culture, i. e. 
„ex vivo". Retroviral vectors were improved by exchanging the retroviral env gene of MLV 
within the packaging cells by env genes derived from other viruses. As an example the env gene 
of MLV has been exchanged by the env gene encoding the protein G of „vesicular stomatitis 
virus (VSV)" (Burns et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 8033-8037). The resulting 
retroviral vectors are characterized by enhanced stability. The possible use of the env genes of 
„simian sarcoma associated virus „ (Takeuchi et al., Virology 186 (1992), 792-794), of the 
„feline leukemia virus subgroup B" (Porter et al., Hum. Gene Ther. 7 (1996), 913-919), of the 
„feline endogenous virus RD114" ( Cosset et al., J. Virol 69 (1995), 7430-7436) and of the 
„human T-cell leukemia virus I (HTLV-I)" (Vile et al., Virology 180 (1991), 420-424) is 
suggested in certain experiments. Attempts to prepare retroviral vectors containing the env genes 
of the lenti viruses HIV-1, HIV-2 or „simian immunodeficiency virus (SIV)" or "human spuma 
retrovirus (HSRV)" have not been successful, yet. Such retroviral vectors would contain the 
capsid proteins encoded by the gag gene of MLV and the envelope proteins encoded by the env 
gene of other retroviruses like, for example, HIV. 

25 Vectors for the specific gene transfer into CD4-positive mammalian cells do not exist, yet. One 
object of the present invention is to provide retroviral vectors that do not target the amphotropic 
receptor of mammalian cells, but receptors that are exclusively expressed in certain tissues or 
cell types. These vectors are suitable to mediate the specific gene transfer in selected cell types. 
It is a further object of the present invention to develop a method to prepare such retroviral 

30 vectors. 

These objects are solved according to the present invention by providing retroviral vectors 
comprising the viral cores derived from murine leukemia virus (MLV) and the viral envelopes 
derived from human immunodeficiency viruses (HIV), spumavirus (HSRV) or simian 
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immunodeficiency viruses (SIV). In particular, these retroviral vectors are characterized by the 
use of viral envelopes derived from human immunodeficiency virus type 1 or type 2 (HIV-1 or 
HIV-2). Preferred are retroviral vectors bearing viral envelopes that contain the full-length 
surface envelope protein and a truncated form of the transmembrane envelope protein. 
5 Particularly preferred are retroviral vectors bearing viral envelopes that contain the full-length 
surface envelope protein and a truncated form of the transmembrane envelope protein that is 
elongated by the C-terminus or any other fragment derived from the transmembrane protein of 
the murine leukemia virus (MLV) or another retrovirus. 

10 Furthermore, packaging cells are provided that express the psi-negative envelope genes {env) of 
the lentiviruses HIV or SIV or HSRV and the psi-negative gag/pol genes of MLV. In addition, 
these packaging cells contain psi-positive expression constructs that are transferred by the 
retroviral vectors according to the present invention. 

15 In one embodiment of this invention viral core particles that are derived from a certain retrovirus 
can, in connection with expression constructs, be employed for the preparation of cell-targeting 
vectors. These expression constructs, as they contain the packaging signal psi, are packaged into 
the core particles. The core particles containing the expression constructs to be transferred are 
enveloped by foreign envelopes derived from other virus species or from another cell. The 

20 transfer of these expression constructs is then mediated by the retroviral vectors. The 
incorporation of the foreign virus envelope can be mediated by the employment of the truncated 
variant of the transmembrane envelope protein of HIV-1 env gene pTr712. In a further 
embodiment of the present invention full-length transmembrane proteins or transmembrane 
proteins modified by the fusion of a portion of the gene leading to formation of viral cores to the 

25 truncated or full-length transmembrane proteins can be used. These modified envelope proteins 
can be incorporated in retroviral vectors. Especially preferred are vectors derived from MLV that 
contain the envelope proteins of other retroviruses, in particular of lentiviruses like HIV or SIV 
or HSRV. These vectors infect the desired cell type by the interaction with the cellular receptor 
of the virus from which the foreign envelope is derived from. 

30 

In another embodiment of the invention any cell is transfected with a psi-negative expression 
gene encompassing gag/pol genes. Furthermore, the cell can be transfected with a psi-positive 
expression construct encoding the genetic information intended to be transferred. In addition, 
this cell is then transfected with a further expression gene encoding foreign envelope proteins. 
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Cell lines constructed this way then generate retroviral vectors that contain the genetic 
information desired to be transferred. 

In a preferred embodiment of the invention, the MLV-£?/7v-negative packaging cell line 
5 TELCeB6 (Cosset et al., J.Virol. 69 (1995), 7430-7436) is transfected with the truncated variant 
of the env gene pTr712 of plasmid pL0Ac/«?«v-Tr712-neo (Wilk et al. , Virology 189 (1992), 167- 
177; Krausslich et al., Virology 192 (1993) 605-617). The resulting packaging cell line produces 
retroviral vectors of the type MLV(HIV-l), according to the invention, into the cell culture 
supernatant. These vectors contain core particles that are produced upon the expression of the 

10 g a g/p°l 8 ene of MLV in this cell and envelope proteins derived from HIV-1 that are 
intracellular^ expressed from the truncated variant of the HIV-1 env gene Tr712 and 
subsequently incorporated into the vector particles. The vectors of the invention contain the full- 
length surface envelope protein gpl20-SU of HIV-1 and the truncated variant of the 
transmembrane envelope protein which results from a stop codon at position 712. It was shown 

15 in detail that this results in the generation of retroviral vectors for selective transfer of genes into 
CD4-positive mammalian cells. CD4-positive, but not CD4-negative cells derived from 
otherwise identical cell lines were selectively transduced by these vectors, i. e. the expression 
construct gene was transferred. The transduction was inhibited in the presence of antibodies that 
also inhibit infection by HIV. The surface envelope protein of HIV was detectable on the surface 

20 of the generated gene transfer vectors. 

Thus, the present invention offers the following possibilities: 

- to selectively transfer genes into certain cells 

25 - to selectively transfer genes into CD4-positive mammalian cells 

- to further optimize efficiency of gene transfer by improving the env gene constructs in 
comparable packaging cells, 

- to develop gene therapy strategies which require or are improved by the selective gene 
transfer into CD4-positive cells , 

30 - to especially develop gene therapy strategies for the prevention or therapy of HIV-infection in 
humans by transferring HIV-inhibiting genes e.g. antisense genes, RNA-decoys, 
transdominant-negative mutant genes of HIV or other lenti viruses into certain cells, 

- to especially develop gene therapy strategies to transfer genes into certain cells for the 
prevention and treatment of congenital genetic disorders like ADA-deficiency or other 




genetically treatable diseases that would benefit from the specific gene transfer into certain 
cells, and 

- to study the cellular entry of lenti viruses into mammalian cells in detail. 

5 The figures illustrate the invention. 

Figure 1 schematically shows the principle of retroviral vector mediated gene transfer into 
mammalian cells. 

10 Figure 2 shows a scheme of the preparation of a retroviral vector (taken from: "Molecular 
Biotechnology, Principles and Applications of Recombinant DNA, B.R. Glick and J J Pasternak, 
ASM Press, Washington, DC, 1994, Page 411, translated into German). 

Figure 3 shows schematically a general method for the preparation of retroviral vectors 
L5 (retroviral transfer vector) by transfection of a expression construct-negative packaging cell line 
with an expression construct that is due to the presence of a packaging signal (here; psi) able to 
package a gene to be transferred (therapeutical gene) of interest into retroviral vectors. 

Figure 4 shows a particular method for the preparation of retroviral vectors of the type 
20 MLV(HIV-l). The MLV gag/pol expression gene and the psi-positive expression construct 
pMFGlnsLacZ that are expressed in the ^/v-negative packaging cell line TELCeB6 are shown. 
In addition, the env gene variant of HIV- 1 (Tr712) encoding the full-length surface envelope 
protein gpl20-SU and the truncated variant of the transmembrane envelope protein (Agp41-TM) 
are also expressed in this cell line to generate MLV(HIV-l) vectors. 

25 

Figure 5 shows the general assembly of viral vectors that consist of core particles from a certain 
virus in combination with viral envelopes derived from foreign viruses, here explained on the 
example of MLV(HIV-l) vectors. 

30 The preparation of MLV(HIV-l) vectors is described in detail below. 

First, a sequence is generated that allows the production of the necessary proteins that allow the 
assembly of the viral core particles. The DNA is transfected into a human host cell and expressed 
therein. This DNA contains additionally operator-elements that are needed to express the DNA- 
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sequence and induce formation of the viral core particles. The new host cell generated that way 
is then transfected with another DNA-sequence encoding the envelope proteins derived from a 
virus which is different to the virus from which the viral core particles derived from. Then a 
further DNA is transfected into these cells that is packaged by the core particles and that 
5 comprises sequences that result in production of the desired proteins in the cell into which 
relevant genes are to be transferred by the retroviral vector. The DNA that result in the 
expression of the viral envelope proteins can preferably be derived from the env gene of HIV- 1 
or HIV-2 or other HIV-strains or of SIV or of HSRV. The env genes employed can be equivalent 
to the original native version of the viruses named above or can be truncated or even further 

10 modified variants of the respective env genes. The especially preferred HIV-1 env gene pTr712 
results in the generation of a full-length surface envelope protein gpl20-SU and a truncated 
variant of the transmembrane protein. The transmembrane protein can be further modified e. g. 
by fusion of the C-terminal domain or any other fragment of the transmembrane protein derived 
from MLV or any other virus. For example using core particles derived from MLV one can 

15 substitute the C-terminus of the env gene of HIV-1 by the C-terminus derived from the 
transmembrane protein of MLV. In this case the proteolytic cleavage site of the C-terminal p2 
peptide can be modified or not. 

The mentioned viral vectors according to the invention can be used for the transfer of genes into 
20 particular cell types. For example, the MLV(HIV-l) vectors of the invention transfer genes 
selectively into CD4-positive cells. Thus, these vectors show the tropism of HIV-1, from which 
the envelope proteins were derived from. Using other envelope proteins, genes can be transferred 
into other cell types, for example blood stem cells. 

25 The following not-limiting examples illustrate the invention. 

Cell lines and plasmids 

All plasmids used were prepared from transformed E. call strains DHlOa or HB101. The 
30 molecular cloning of the expression constructs pLGAc/tf/?v-neo is described by Krauslich et al., 
Virology 192 (1993), 605-617 and pLssAcA>/?v-Tr712-neo is described by Krauslich et al., 
Virology 192 (1993), 605-617 and Wilk et al., Virology 189 (1992), 167-177. These expression 
constructs encode the env gene variants of HIV-1 and the neomycin-resistance gene. The 
expression construct pCRUCA comprising the env gene of amphotropic MLV is described by 
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Wilk et al., Virology 189 (1992), 167-177 and Battini et al., J. Virol. 66 (1992), 1468-1475. The 
TELCeB6 packaging cell line expressing the expression construct pMFG-nlslacZ and the genes 
gag and pol of MLV is described by Cosset et al., J. ViroL 69 (1995), 7430-7436. The cell line 
HeLaCD4+ was provided by the MRC AIDS reagents depository and 293 cells were purchased 
5 from ATCC (ATCC CRL 1573). All adherent cell lines were cultured in Dulbecco's Modified 
Eagles Medium (GIBCO/BRL, Eggenstein, Germany) supplemented with 10% fetal calf serum. 
The human T-cell line Molt4 (ATCC CRL 1582) was kept in RPMI-1640-Medium 
(GIBCO/BRL, Eggenstein, Germany) supplemented with 10% FCS. The transfection of the 
packaging cell line TELCeB6 with the expression construct pTr712 was performed using 
10 Lipofectamin (GIBCO/BRL, Eggenstein, Germany) according to the manufacturer's instruction. 
After transfection of the plasmid pRep 4 (Invitrogen, Leek, Netherlands) hygromycine B- 
selection was performed in the presence of 200 mg/ml hygromycine B (Sigma, Deisenhofen, 
Germany). One cell clone generated by this protocol is the cell line TELCeB6/pTr712-K14. 

15 Viral infections, determination of titers and neutralisation experiments 

The adherent cells were seeded into 24-well plates at a density of 4 x 10 4 cells per well or in 6- 
well-plates at a density of 2 x 10 5 cells per well. Molt4 cells were seeded at a density of 8 x 10 5 
cells per well in a 6-well plates. Prior to infection the cells were incubated over night in cell 

20 culture medium. Cells were infected by co-incubation with 1 ml diluted or undiluted retroviral 
particle containing supernatants for three hours. Virion containing supernatants were freed from 
contaminating cells by filtration through a 0.45 \im filter. Two days post infection target cells 
were assayed for the expression of B-Gal by X-gal staining. The viral titers were determined as 
described. The titers are given in colony forming units per ml (cfu/ml). A serum from a HIV-1- 

25 infected donor was employed to neutralize the pseudotyped vectors. 

lmmuno-staining of transfected cells 

Cells were washed with PBS and incubated with ice-cold methanol for 15 min. After repeated 
30 washing the cells were incubated with blocking buffer (PBS / 2% BSA) for one hour. After 
repeatedly washing with PBS cells were incubated with a 1:1000 diluted HIV-1 specific serum 
solution for one hour. After repeatedly washing, cells were incubated with peroxidase- 
conjugated protein G (Bio-Rad, Krefeld, Germany). Finally, antigen-presenting cells were 
stained by addition of substrate-buffer (H2O2 with 3-amino-9-ethylcarbazol, Sigma, 
35 Deisenhofen, Germany). 
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Western-Blot-analysis 

The preparation of cell lysates and Western-Blotting was performed using standard protocols. 
Virus particles present in the supernatants of packaging cells were concentrated by 
ultracentrifugation (45 min at 200,000 x g at 40°C). The resulting pellets were resolved in 
sample buffer and subjected to SDS-PAGE. A goat serum directed against HIV-1 gpl20-SU and 
peroxidase conjugated protein G was used for Western -Blotting. Protein bands were visualized 
using the ECL-detection kit (Amersham, Braunschweig, Germany). 

Membrane fusion capacity of the HIV-1 envelope protein 

A subconfluent culture of the packaging cell line TELCeB6/pTr712-K14 was covered with 
Jurkat T-cells, expanded for 48 hours and photographed. 
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Claims 



1) Retroviral vectors, whereby viral cores are derived from murine leukemia virus (MLV) 
5 and virus envelopes are derived from human immunodeficiency viruses (HIV), human 

spuma retrovirus (HSRV) or simian immunodeficiency viruses (SIV). 

2) Retroviral vectors according to claim 1, whereby the viral envelopes are derived from the 
human immunodeficiency virus type 1 or type 2 (HIV-1 orHIV-2). 

10 

3) Retroviral vectors according to claim 1 or 2, whereby the viral envelopes comprise a full- 
length surface envelope protein and a truncated variant of the transmembrane envelope 
protein. 

15 4) Retroviral vectors according to claim 1 or 2, whereby the viral envelopes comprise a full- 
length surface envelope protein and a truncated variant of the transmembrane envelope 
protein, which is elongated by the C-terminus or any other fragment of the 
transmembrane envelope protein of the murine leukemia virus (MLV) or of any other 
retrovirus. 

20 

5) Method for the preparation of packaging cells, which produce retroviral vectors according 
to any of claims 1 to 4, comprising the transfection of a packaging cell {gag-, pal- and 
expression construct-positive) that produces or does not produce ewv-negative MLV- 
derived envelope proteins with an expression-gene that comprises the genetic information 

25 for envelope proteins (e?«v-positive). 

6) Method for the preparation of packaging cells that produce retroviral vectors according to 
any of claims I to 4, comprising the transfection of a cell with the expression genes gag 
and pol and/or with an expression construct, comprising a packaging signal and the 

30 genetic information desired to be transferred and with an expression gene that contains 

the genetic information for envelope proteins. 

7) Method according to claim 5, whereby the cell line TELCeB6 is used as a MLV env- 
negative cell line. 

35 
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Method according to any one of claims 5 to 7, whereby pLPAc/env-Tr712-neo is used as 
env expression gene. 

Packaging cells, obtainable by the methods according to any one of claims 5 to 8. 

Use of the retroviral vectors according to any one of claims 1 to 4 for the transfer of 
genes into cells. 

Use of the retroviral vectors according to any one of claims 1 to 4 for the transfer of 
genes into CD4-positive cells. 

Use of the retroviral vectors according to any one of claims 1 to 4 for the preparation of 
vectors for the genetic modification of cells or of an active agent for gene therapy. 



11 



Summary 



Described is the generation and application of novel retroviral vectors for cell-specific gene 
transfer, especially a method for the generation of retroviral vectors that encompass viral cores 
5 derived from the murine leukemia virus (MLV) and envelope proteins derived from human 
immunodeficiency virus (HIV). These vectors can be used for the gene transfer into selected cell 
types, especially into CD4-positive mammalian cells. 
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